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GIRIS ve AMAG

Birgcok nitrozamin bilesifi, ¢evre kirleticisi
olarak dogada yaygindir. Nitrozaminler Kkarsinojenik
ve mutajenik bilesiklerdir ve viicutta bazi tersiyer
amin yapili bilesiklerin nitritle etkilesiminden olus-
tuklari saptanmistair (1,2).

Bir nitrozamin bilesigi olan N-Nitrozodietilamin
(DENA) ile baslatilmis kanserlesme sirasinda DNA polime-
raz enzimlerinde ardisik dizi degisiklikle;i olustugu
saptanmistir (3). Ote yandan DENA'nin karaciger ve
akcigerde protein ve RNA sentezini inhibe ettigi bulun-
mustur (4). DENA uygulanmasi sonucu rat hepatositlerin-
de mitotik aktivitenin cok diistiigii ve gekirdek hacminin
arttigl goriilmistiir (5). Gergekten DENA uygulanan hay-
vanlarda belli bir siire sonra hepatoselliiler tiimorler
ve karacigerde enzim eksiklif§i olan odaklar saptanmistir
(6).

Yukarida anlatildigi gibi, pek ¢ok zararli etkisi
olan DENA, yasamimizla igigedir. Bu vyiizden nitrozolu
bilesiklerin =zararlarinin ve etki mekanizmasinin tam
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olarak Ogrenilmesi, canli saglifini korumak a¢isindan
onemlidir. Baska bir deyisle nitrozolu bilesiklerin
etkisi bilinirse zararlarina karsi onlem alinmasi kolay-
lasir. Bu c¢aligmada, bir ¢ok =zararli etkisi saptanms
olan DENA'nin, metabolik yollardaki kilit enzimlere

etkisinin arastirilmasi ve metabolizmasinin incelenmesi

amaglanmistar.



GENEL BILGILER

1-N-NITROZODIETILAMIN'IN GENEL OZELLIKLERL

DENA'nin molekiil agirligi 102,12, kaynama noktasi
176,9, yogunlugu 0,942'dir. Sari bir sivi olan DENA,
suda ve ¢esitli organik ¢oziiciilerde ¢oziiniir. Asafidaki

kimyasal formiile sahiptir (7).

CH=CH
7CHs
0=N-N"" (C, Hig N2 0!
\\\\“ (::f{ji (: P{EB

N-Nitrozodimetilamin (DMN) ile 4ilk denemeleri
1956 da Dutton ve Health yapmiglar ve DMN'nin baslica
karacigerde enzimatik olarak demetilize oldufunu gister-
mislerdir. Genelde dialkil nitrozaminlerin yikim yollari
aynidir (Sekil 1), (8).

Hayvan ve insanlarda kanser olusumu g¢ok adimla
bir islemdir. Ilk adim, kimyasal kanserojen ve prekanse-
rojenin metabolik enzimlerle aktivasyonunu igerir.
Olusan elektrofilik reaktantlar hiicresel niikleofillerle

birlesirler (9).
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Sekil 1:N-Nitrosodietilaminin Metabolizmasi



Lh

Dialkilnitrozaminlerin in vivo ana metabolik
yolu, sitokrom P-450 ye bagli karaciger mikrozomal
karigik fonksiyonlu oksidaz sistemiyledir. Bu yolla
oksidatif dealkilasyon ara iiriinleri olusur. DENA, mikro-
zom ve NADPH yenileyen sistemle inkiibe edildiginde
asetaldehit ve etanol olusumu, gaz-sivi kromotografisiy-
le gosterilmistir (10).

Nitrozaminler, alkilleme yoluyla niikleik asitler
ve proteinlerle reaksiyon verirler. Metabolik yollardaki
bu olaylar, radyoaktif maddelerle izlenir. Metabolik
yoldaki, alkillenme 6zelligi baslangigta alfa hidrok-
silasyonuyla bir aldehit olusumu ile basglar. Daha sonra
da alkildiazohidroksit, alkildiazonyum katyonu ve kar-
bonyum iyonu olusur. Azot-15 ile isaretli nitrozaminler
ratlara verildiginde idrar iiresinde, karaciger protein-
lerinde ve niikleik asitlerde, radyoaktif maddeler saptan-
mstar {11},

Kimyasal kanserojen DMN ve DENA'dan mutajenik
metabolitlerin olusmasi, Salmonella typhimirium G-46 kulla-
nilarak o&lgiilebilir. Aslinda DMN ve DENA'nmin kendileri
mutajen degildir, memeli enzim sistemleriyle mutajenite-
si yiiksek bilesiklere gevrilirler. Mutajen olan DMN'nin
metabolizmasinda hiz belirleyen basamak, mikrozomal

enzim sistemleriyle olusan N-demetilasyondur (12).



DENA enjeksiyonundan sonra yirmidort saat idrar
toplanmis ve idrarda, verilen doz yiizdesine godre artan
miktarda DENA'ya raslanmistir. Ayrica, nitrozaminlerin
salinan havaya atilim hizi hesaplanmistir. DMN ve DENA

ratlarda tamamiyle bozunur.

yAra urinler —> HCHO
(CH3)2 NNO
xAra urunler — CO,

Birinci reaksiyon, ana oksidasyon basamagidir.
Cok kararsiz ara diiriinler olusur. Ara iiriinler ¢ok diisiik
derigimdedir. Ana oksidasyonun miimkiin iiriinleri asagida

goriilmektedir.

lCH3) 2 NNO——>Ara Urtinler —> HCHO+ CH3 NHNO

“WCH3NH2+ H N02

N +
HyO+ Ngt CHy

Biitiin bu esitliklerin sonucunda ana oksidasyon
basamaginin ve yan reaksiyonlarin toksik iiriinler verdi-
gi, dolayisiyla dialkilnitrozaminlerin toksik oldugu

anlasilir (13).



DMN ve DENA'nin, 6zel mikrozomal karisik fonksi-
yonlu oksidazlar tarafindan N-dealkilasyonu sonucu
mutajenite, karsinojenite ve toksisiteden sorumlu olan
alkilleyici ara iiriinler olusur (14). DMN ve DENA akti-
vasyonu, mikrozomlara, oksijene ve NADPH bagimli sitok-
rom P-450 sistemine ihtiya¢ duyar. DMN'nin oksidatif
demetilasyon hizi formaldehit olusumunun o&lg¢iilmesiyle
tayin edilir (15). DMN alkilleme aktivitesi, indiikleyici
uygulanan hayvanlarin mikrozomlariyla in vitro olarak
olgiiliir. Alkilleme giiciiniin degisikligi, promutajen
derigimine, indiikleyiciye ve kullanilan hayvan tiiriine
baglidir (16).

DMN ve DENA uygulanmasiyla zamana ve doza bagimli
olarak protein sentezi inhibe edilir. DENA'nin protein
sentezini inhibisyonu DMN'den bes kez gii¢liidiir. Zaman
ve DENA derisimi arttik¢a protein sentezi azalir (17).

DENA'nin yiiksek dozlari verildiginde kardes kromo-
zomlarda Onemsiz degisiklikler goriiliir. DENA, in vivo
olarak kromozomal seviyelerde inaktif, molekiiler seviye-
de aktiftir. In vitro olarak, mikroorganizmalarda kromo-
zomal ve molekiiler seviyelerde kuvvetli aktiftir (18).
DENA'nin insan lenfosit kromozomlarina etkisi incelenmis
olup diisiik derigimlerinde poliploidi, halka kromozom

ve kromozom kiriklari olusturdugu gézlenmistir. Ayrica



diisiik derisimlerde mitotik indeksi yiikselttigi halde,
yiksek derigimlerde sifira kadar diisiirdiigii bulunmustur
(19).

Kaugugun vulkanizasyonunda ve tekstil iiriinlerinin
hazirlanmasinda kullanilan nitrozaminlerin, ratlarda
yiiksek kanserojenik etkisi saptanmistir. DENA verildi-
ginde ratlarda hepatoselliiler karsinoma ve bObrek tiimorii
goriiliir (20).

DENA'nin tekli oral intraperitonal ve intravenoz
uygulanmasiyla karaciger kanseri olusur. 100 mg/kg
DENA uygulanmasindan 24 saat sonra nekrotik hepatositler
olusmaya baslar. Olusum zamanla artar (21).

DMN uygulandiktan sonra bobrek ve karaciger niikle-
ik asit hidrolizatinda metillenmis bazlar sadece adenin
ve guanindir. DMN'nin yikilmasiyla aktif metabolitlerin
olusmasi 24 saatte biter (22). DENA, diger hiicre bile-
senlerinin yani sira DNA ve RNA daki guanin molekiilleri~

3 igme suyu ile
ni alkiller. “H-DENA'nin farelere!tek dozda verilmesin-—
den on giin sonra karaciger, bobrek, dalak ve barsaktaki
bagla 3H aktivitesi oranlari sirayla 100:74:40:17 olarak
bulunmustur. Bu sonug da, DENA'nin kanserojen etkisinin
organlara spesifik oldufunu gostermektedir (23).
DENA uygulanmasi boyunca kobayda, karaciger endop-

lazmik retikulumda ince yapi degisiklikleri goriiliir.
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DENA ile olusturulan hepatik tiimdr hiicrelerinde graniillii
endoplazmik retikulumda fazlaca gogalma, diiz endoplazmik
retikulumda daha az ¢ofalma goriiliir. Graniillii endoplaz-
mik retikulumun dais yiizeyindeki ribozomlar ise sueyrek-
lesir. DENA igin LDy, guine-pig de 692+46 mg/kg dir.
DENA verilmesiyle kobay karacigerinde olusan ince yapa
degisiklikleri sunlardir; mitokondri yapisinda gesitli
varyasyonlar goézlenir. Glikojen ¢esitli tiimér hiicrele-
rinde yoktur veya seyrektir. Golgi kompleksi iyi gelis-
mistir. Total mikrozomal RNA azalir (24).

Farelere DENA ve fenobarbital (promotdr) birlikte
verildiginde karacigerde enzim farkliligi olan odaklar
olusur. Odaklarla tiimérler arasinda iliski histokimyasal
isaretleyicilerle belirlenebilir. En yaygin kullanilan-
lar, gama glutamil transpeptidaz ve ATP'az dir (25).
Karacigerde enzim farkliligir olan odaklarin artmasa,
hepatokarsinojenezin genel bir sonucu olabilir. Baslan-
gi¢ asamalarindan sonra gesitli biyokimyasal degisiklik-
lerin oldugu ileri siiriilmektedir (26).

DENA uygulanan farelerde 5-15 hafta sonra yiiksek
oranda safra kesesi hiperplazisi olusur (27). DENA
ile nikotinamid birlikte verildiginde bobrek tiimorii
geligir. Sadece nikotinamid verildiginde ise bobrek

tiimorii olusmaz (28). Oral olarak DENA uygulandiginda
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hepatik karsinomalar ve gegitli tiimorler olusur. Tiimor
lenf ve kan damarlarini kaplar. Akcifer ve bdbrekte
metastaz yapar (29).

DENA verilen farelerde birka¢ hafta sonra DNA
replikasyonunda artma oldugu halde daha sonra normal
degerlere diigtiigii goriiliir. Hayvanlarin karacigerlerinde
kanser olusumu sirasinda polimeraz glfa aktivitesinde
hizli bir artig olurken polimeraz beta aktivitesinde
yavas bir artigs gozlenir. Yani replikasyon ¢ok fazla
oldugu halde tamir yavastir (3).

DENA'dan olusan reaktif metabolit tarafindan
06—etilguanin olugumu doza bagimlidir. 7-etilguanin
olusumu 06—etilguanin olusumundan fazladir. DNA'nin
alkillenmesi 7-etilguanin olusumuyla &lgiiliir (30).

Yukarida anlatildigi gibi, birgok zarari bulunan
DENA'ya cesitli yiyeceklerde (31) ve sigara igenlerin
tiikrilk salgilarinda raslanmistair (32).

2-INCELENEN ENZIMLERIN GENEL OZELLIKLERT

A-Piruvat Kinaz

Piruvat kinaz (ATP 2.0.fosfotransferaz;E.C.2;7.1.
40) ilk kez rat kasindan Negeleir tarafindan 1942
de saflastirilmigtir, Bir glikolitik enzim olan piruvat
kinaz, sitoplazmada bulunur. Karaciger, bébrek, kalp,

iskelet kasi ve beyinde saptanmistir. Bu organlardaki
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piruvat kinaz elektroforezde tek band verir. Eritrosit-
lerde piruvat kinaz eksikliginde siferositik olmayan
hemolitik anemi olusur. Hastalik otozomal resesiftir.

Piruvat kinaz aktivitesi 1laktat dehidrogenaz
(LDH) 'nin, NAD olusturdugu reaksiyonla birlestirilerek
okunur. Direkt olarak PEP'in azalmasina gorede tayin
edilebilir (33). Piruvat kinazin katalizledigi tepkime

sudur,

PEP-I-ADP —» Piruvat+ATP

Bu glikolizdeki son tepkimedir (34).

Denge, PEP'ten fosfat grubunun ADP ye aktarilmasi
yoniindedir (35). Tepkime ekzergoniktir. Hiicre ig¢i sart-
larda tersinmezdir. Magnezyum veya mangana ihtiyaci var-
dir. Potasyumun enzime baglanip onu konformasyonel
degisiklige ugrattigr ve aktif hale soktuu soylenir.
Piruvat kinaz memelilerde diizenleyici enzimdir ve cesit-
1i dokularda farkli gekilde bulunur. Karaciger tipi
Fruktoz 1-6 difosfat ve fosfoenolpiruvat (PEP)'in yiiksek
derigimleriyle aktive olup ATP, AMP, sitrat ve alaninle
inhibe edilir. Karaciger glikolizinde insiilin, piruvat
kinaz aktivitesini artirir (36).

Bﬁyﬁk bir protein olan piruvat kinaz ii¢ yapisal
sekilde organize edilmistir. Birincisi beta kirmala,

ikincisi beta diizensiz yapa, iigiinciisiide antiparelel



beta kirmali tabakadir (37).

Piruvat kinaz, tetramerik bir yapiya sahiptir.
Herbir monomerik iinitenin molekiil agirlifi 57 bindir.
Piruvat kinazin molekiil agirligi 237 bindir. Izoelektrik
pH s1 7.5 tur. ADP, GDP, IDP, UDP ve CDP yi kataliz
i¢in koenzim oi;rak kullanabilir, Piruvat kinazin Gzgiil
dogal substrati PEP'tir (38).

Ratlardan iki tip piruvat kinaz saflagtirilms,
ozellikleri ¢alisilmigtir. Enzim aktivitesinin hiicre
farkliliklarina, diyete ve hormonlara bagimli oldugu
goriilir (39).

Piruvat kinaz C(M-sefadeks kromatografisiyle saf-
lastirilabilir (40). Insan alyuvar piruvat kinazinin,
dietilpirokarbonat ile modifikasyonu ¢alisilmistir
(41). Ayrica protein derisimi ve pH nin insan alyuvar
piruvat kinazina etkisi incelenmistir (42).

B-Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz (G6PDH)

G6PDH (E.C.1.1.1.49), ilk o©nce eritrositlerden
elde edilmigtir. Daha sonra biitiin hayvan dokularindan
ve mikroorganizmalardan izole edilmistir. Kan hiicreleri,
adipoz doku ve laktasyon dokulari, enzimin zengin kayna-

gidir. Enzimin katalizledigi tepkime sudur:

Glukoz 6 fosfat+NADP —————»-6-fosfoglukanolakton+NADPH
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NADPH'in olusma hizl enzimin aktivitesi olarak
6lgiiliir (33). G6PDH, biyosentez yollari i¢in NADPH olus-
turan en onemli enzimdir (37).

Tiroksin enjeksiyonuyla G6PDH aktivitesi artar.
Bu artis, enzim proteini sentezindeki aminoagil t-RNA'
nin transferini hizlandirmak suretiyle olur (43). Fare
meme bezi G6PDH'i iki alt birim igerir. Katalizledigi
reaksiyon, siilfonamidler ve kinakrin gibi bazi ilag¢lar—
la inhibe edilir (44).

G6PDH eksikligi, primakine duyarlilik veya favizm
olarak bilinen kalitsal hastalikta goriiliir. Pentoz
fosfat yolunun bu enzimi alyuvarlarda eksiktir. Nedeni
bu enzimi sentezleyen genin degisiklige upramasidar.
Sentezlenen enzim dayaniksizdir. Hiicreler ig¢inde parca-
lanir. Katalitik ©6zelligi agisindansa defismemisgtir.
G6PDH eksikligi NADPH eksikligine yol agar. Bunun sonu-—
cunda indirgenmis glutatyon derisiminin az olmasiyla
anemi olusur. Alyuvarlarin dayanikliligi icin indirgen-
mis glutatyona ihtiya¢ vardir. Ayrica, GO6PDH eksikligin-
de NADPH diizeyi azalmis oldugundan karacigerde NADPH
ile yiiriitillen zehirsizlegtirme tepkimeleri engellenir
(36).

L.mesenteroides'ten izole edilen G6PDH'in molekiil

agirligi 102,000 dir. Candida utilisten izole edilen
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G6PDH'in NADP ig¢in Km degeri 0.067 mM olarak bulunmus-
tur. Enzimatik aktivite kompetetif olarak pridoksal-
5-fosfat ve gegitli ﬁﬁkleotidlerle inhibe edilir
(45).

G6PDH'a zwischen ferment de denir. Cegitli kaynak-
lardan izole edilmistir (46). Biitiin deney sonuglarina
baki1ldiglr zaman GOPDH aktivitesinin, alinan besin,
hormonal denge ve NADP+/NADPH+H+ oranina bagli olarak

diizenlendigi anlasilmaktadir (47).



GEREC ve YONTEMLER

I-GERECLER
a-Bu c¢alismada kullanilan cihaz ve malzemeler
Cumhuriyet Universitesinden saglandi.
b-Kullanilan kimyasal maddeler analitik safliakta
olup Sigma ve Merck firmalarindan saglandi. Piruvat
Kinaz (tip III, Tavsan kasi enzimi, liyafilize) ve
Glukoz-6-Fosfat dehidrogenaz (tip V, maya enzimi, liyo-
filize) Sigma firmasindan saglandi.
II-YONTEMLER
A-DENA'nin So6zii Edilen Enzimlere Etkisinin
In Vitro Incelenmesi
a-Piruvat kinaz aktivite tayini
I-Deneyin prensibi
Piruvat kinaz aktivite tayininde kullanilan
yontem iki enzimli ve iki kademelidir. Birinci kademede
Fosfoenolpiruvattan piruvat olusur. Ikinci kademede
ise piruvattan NADH kullanilarak laktat olusur. Ortamda
bulunan NADH'in absorbansinin azalisi 340 nm de gozlen-
di. Sonuglar mg protein basina bir dakikada olusan
pmol iiriin olarak verildi.

ITI-Cozeltiler
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~Trietanolamin (TEA) tamponu: 0,1 M,pH 7,6
-Magnezyum siilfat-Potasyum kloriir: 50 mM
Mg804/0,2 M KCL
-Fosfoenolpiruvat (PEP): 105 mM (MgSO4/KCL
i¢inde)
—-ADP ¢6zeltisi : 94 mM
-NADH ¢ozeltisi : 12 mM
-LDH siispansiyonu : 5 mg/ml, 450 U/mg
-Piruvat kinaz siispansiyonu: 540 U/mg prote-
in, tavsan kasi enzimi, tip III, liyofilize
-S181r serum albiimini (BSA) c¢ozeltisi
6,6 Pgm/ml, 13 ygm/ml, 33 Pgm/ml
-ADP ¢6zeltisi : 0,26 mM,0,13 mM
ITI-Deney karisimi ve uygulama
TEA tamponu : 2,62 ml
PEP ‘¢ozeltisi : 0,15 ml
ADP ¢bzeltisi : 0,15 ml
NADH ¢6zeltisi : 0,05 ml
LDH siispansiyonu : 0,01 ml
Piruvat kinaz siispansiyonu : 0,02 ml
Kore 3 ml TEA tamponu, numune kuvetine ise deney
karisimi konuldu. Alet ig¢inde bes dakika 30°C de 1sitil-
di ve 0,02 ml piruvat kinaz eklendi. 340 namometrede

(nm) tepkime dort dakika izlenerek baslangi¢ hizanin
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dogrusal kismindan AA bulundu. Absorbans degisimini
okumak ig¢in Beckman Model 26 kaydedici ve elektronik
1s1 kontrollii spektrofotometre kullanildai.

IV-Aktivitenin hesaplanmasi

Hacim aktivite: 3.00

A A/dak=U/ml Enzim
6,2x 1,0 x 0,02

Hacim aktivite .
Spesifik aktivite: U/mg protein

Enzim derisimi mg/ml

V-Inhibisyon ¢alismalari
a-0,27 mM,0,4 mM,0,53 mM ve 0,6 mM DENA,
piruvat kinaz ile esit hacimlerde karaigtirildi.
b-26 mM,33 mM, 60 mM asetaldehit, piruvat
kinaz ile esit hacimlerde konuldu.

Yukaridaki karisimlar 30°C de inkiibe edildi.
5,10,ve 20 dakika sonra enzim kaynagi olarak kullanila-
rak aktivite tayini yapilda.

VI—Inhibisyonun onlenmesi calismalari
Bu c¢aligsmada piruvat kinaz, 0,6 mM DENA
ve degisik derisimlerde BSA veya ADP ile esit oranlarda
karistirildi, 30°C de inkiibe edildi. Enzim kaynagi
olarak kullanilip 5,10 ve 20 dakikalarda aktivite tayin
edildi. Absorbans degisimi dort dakika boyunca goézlendi.
b-Glukoz-6~Fosfat dehidrogenaz aktivite tayini

I-Deneyin prensibi



Glukoz-6-Fosfat AAP" S ____ ¢ pocfoptukonolakbontNADPH

Bu yontem, Glukoz-6-fosfatin oksitlenmesi sirasin-
da, indirgenen NADP'nin artan absorbansinin 340 nm
de Olgiilmesi esasina dayanmaktadar.

II-Cozeltiler
-TEA tamponu : 0,1 M, pH 7,6

-MgCl, ¢6zeltisi : 0,1 M

2

-Glukoz 6 fosfat ¢ézeltisi : 35 mM

~NADP ¢6zeltisi : 11 mM

-G6PDH  siispansiyonu : 140 U/mg,0,00125 mg
protein/3 ml,maya enzimi, tip V, liyofilize

-BSA c¢ozeltisi : 6,6 Pgm/ml, 13 Pgm/ml,
33 Pgm/ml

-NADP ¢6zeltisi : 0,32 mM, 0,18 mM

ITI-Deney karigsimi
TEA tamponu : 2,59 ml

MgCl2 ¢Ozeltisi: 0,2 ml
Glukoz 6 fosfat g¢ozeltisi : 0,1 ml

NADP ¢ozeltisi : 0,1 ml

Kor tiipiine 3 ml TEA tamponu konuldu. Deney karisi-
m1 hazirlandiktan sonra 30°C ye ayarlanmis kiivet tutucu
i¢inde beg dakika aisatildiktan sonra 0,02 ml enzim
otomatik pipetle ilave edilerek tepkime baslatilda

ve 5 dakika siire ile 340 nm deki absorbans degisimi
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0lg¢iildii. Baslangi¢ hizinin dogrusal kismindan AA (daki-
kadaki absorbans defisimi) bulunarak asagidaki esitlik-

ten enzim aktivitesi hesaplandz.

3,00

Hacim aktivite: x AA/dak=Unite/ml Fnzim

€ x1x0,02
£340=6,22 umol/cm>

Hacim aktivite
Spesifik aktivite: U/mg protein

Enzim derisimi mg/ml (48)

IV-Inhibisyon ¢aligmalary
a-4 mM,4,3 mM,4,7 mM ve 5 mM DENA,G6PDH ile
esit hacimlerde karistirilda.
b-30 mM, 33 mM, 40 mM ve 47 mM asetaldehit
GOPDH ile ayni miktarlarda konuldu.
Yukaridaki karisimlar 30°C de inkiibe edildi.
5,10 ve 20.dakikalarda enzim kaynafi olarak kullanilarak

aktivite tayini yapilda.

V—inhibisyonun onlenmesi galismalara

Bu ¢aligmada enzim, 5 mM DENA ve degisik
derisimlerdeki BSA veyaNADP ile esit oranlarda karaisti-
rildi. 30°C de inkiibe edildi. 5,10‘ve 20, dakikalarda
bu karisim enzim kaynagi olarak kullanilarak aktivite
tayini yapilda (43).

Enzim aktivitesi o6lgiimlerinde Beckman Model



26 elektronik 1si kontrollii ve kaydedicili spektrofoto-
metre kullanildi.
B-DENA'nin Metabolizma Calismasi
1-Mikrbzom eldesi
150 mg/kg fenobarbital uygulanan ratlar dért
giin sonra o6ldiiriildii. Karaciger tartilip, agirliginin
3 kati kadar 0,15M KC1 tamponu kondu. Bes vurusta B.
Braun homojenizatoriiyle homojenize edildi. Beckman
Model J2-21 santriifiijiinde 11500 xg de 30 dakika santri-
fiijlendi., Dokelti alindi. Beckman Model L5-75 B ultra-
santrifiijiinde 105.000 xg de 60 dakika santrifiijlendi.
Gokelti alindi. % 10 gliserol igeren 0,05 M pH 7,5
luk fosfat tamponuyla, 1 gr karacigere 0,5 ml tampon
olacak sekilde sulandirildi. Mikrozom fraksiyom olarak
kullanildi. Mikrozom fraksiyonunun ilag¢ metabolizmasi
acisindan aktif olup olmadipi, NADPH-Sitokrom C(P-450)
rediiktaz aktivitesi Pederson ve Ark.(49) yontemiyle
olgiilerek kontrol edildi.
2-DENA'nin metabolitlerinin tayini
Deney karisimi
2,9 ml fosfat tamponu, 0,1 M, pH 7,5
—— 3 mg mikrozom proteini
~—— 3,5 mg semikarbazit HC1l

~—— 0,7 mM NADP



— 7,4 mM Glukoz-6-P
— 20 mM MgCl2
e~ 3 U G6PDH
Kor tiipiine deney karisimiyla beraber 0.1 ml fosfat

tamponu kondu. Numunelere 0,0025 M, 0,025 M; 0,050 M,
0,1 M, 0,5M, 0,6M, 0,7M, 0,8 M DENA kondu. Uzerlerine
deney karisimi ilave edildi. 30 dakika 37°C de inkiibe
edildi. Reaksiyon 1 ml 7 15 1ik Zn30, ve 1 ml doymus
Ba (OH)2 ilavesiyle durduruldu. Santrifiijlenip, dokelti
asetaldehit tayininde kullanildi (50).

3-HPLC' (Yiikksek basingli sivi kromatografisi)
de asetaldehit tayini

0,012 mM'lik asetaldehit standardi ve 2,5
mM DENA dan olusturdugumuz dokeltinin 1 ml sine O,1
ml 2,4 Dinitrofenilhidrazin (DNFH) ¢&zeltisinden (250
mg DNFH, 100 ml 6N HCL de ¢oziilir) eklendi. 25°C de
30 dakika inkiibe edildi. Buradan alinan 5 }ﬂ. ornek
3 ml/dk akis hiziyla 2000 psi ve 1,0 Auf de Eccnasil
C-18 kolonundan 15 dakika geg¢irildi. Goziicii olarak
%Z 60'lark asetonitril-su kullanildi. Absorbans tayini
254 nm de yapildi (51).

4-Fnrzimatik olarak asetaldehit miktar tayini

ALIH +
Asctaldehit: 0 »Asetik  asitHNATH

Cozeltiler

~Potasyum difeslat 1141’2()7 tamponu : 0,3 M, pH 9



~NAD ¢ozeltisi: 49 mM/1t
~-HCl ¢o6zeltisi: 1 M
-Aldehit dehidrogenaz (ALDH) ¢6zeltisi: 75 U/ml

-Asetaldehit ¢bzeltisi: 3-20 pg asetaldehit/kiivet

Yoéntem
Kor Ornek Standart
Tampon 1ml 1ml 1 ml
NAD 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml
Distile su 2 ml 1ml 1 ml
Ornek - 1 ml -
Asetaldehit - - 1 ml

Karistarildi, 2-3 dakika sonra 340 nm de suya karsi okun-
du (A 1)

ALDH 0,02 ml 0,02 ml 0,02 ml
katildar. Karastirildi, 3-4 dakika sonra 340 nm de suya

karsi okundu (A 2)

AB= A2— Al A A= AAS—AAB
c= A ____ x 1.374 --gr_asetaldebit ___ (52)
Ornek c¢6zelti
-1 -1
Ag: Koriin absorbans degisimi ;5340=6,3(1xmm01xcm\

AS: Numunenin absorbans degisimi

6-DENA ve Metebolitlerinin Enzimlere Baglanip
Baglanmadiginin Diyaliz ve Poliakrilamit Jel Elektrofo-

reziyle Incelenmesi



a-Diyaliz yontemi

200 pgm enzimle, 500 pmol DENA 37°C inkiibe
edildi. Inkiibasyon 30 dakika siirdii. Inkiibasyondan
sonra baglanmamis DENA molekiillerini wuzaklastirmak
i¢in enzimin tamponuna Qargl diyaliz edildi. Diyaliz
igslemi tampon alti saatte bir defistirilerek 18 saat
siirdiiriildii. Diyalizatin dalga boyuna karsi absorbansi
grafiklenerek serbest enzim ve serbest DENA absorbans
grafikleriyle karsilastirilda.

b-Poliakrilamit jel elektroforezi yontemi

Bu ama¢la 0,01 M, pH 7,1 1lik fosfat tamponu
iginde % 7,5 luk poliakrilamit jeli hazirlandi. 10
ul stok enzim., 10 Pl 500 mM DENA ve 2-3 siikroz kristali
igeren numune ile 10‘p1 stok enzim ve 2-3 siikroz krista-
1i igeren numune 37°C de 30 dakika inkiibe edildi. Jele
beser Pl bu orneklerden uygulandi. Ornekler LKB 2117
Multiphor elektroforezinde 10 mA akimda, 500 votta
2 saat yiriitiildii., Bu siire sonunda jel tesbit edildi.
Coomassie-Brilliant blue boyasi ile boyandi. Daha sonra
boyanin fazlasi 3/1 oraninda Etanol Asetik asit karigi-
miyla uzaklagtirildi. Jel 300 ml etanol, 100 ml Asetik
asit, 100 ml Gliserol igeren bir ¢dzeltide saklandzi

(53).



Kalan etkintik (%)

BULGULAR
a~PIRUVAT KINAZ ENZIMINE N-NITROZODIETILAMIN'IN ETKISI,
KINETIK GALISMALAR VE BAGLANMA DENEYLERI,
DENA'nin piruvat kinaz iizerine inhibitdr etkisinin zamanla
artti1gr pbzlendi. Ayrica DENA derisimi arttikca inhibisyon

etkisi artti. Piruvat kinazin % 50 sini inhibe eden DENA derisi-~

mi 0,38 mM olarak bulundu (Sekil 2).

e

—

9-

Zaman
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Sekil 2:N-Nitrozodietilaminin piruvat kinaz aktivitesi iizerine
etkisi

Semme Kontrol
Ow=0 0,53 mM DENA; X=ws) 0,60 " "



Kalan etkintik (%)
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DENA'nin metaboliti olan asetaldehitin de piruvat kinazi

inhibe ettigi gdzlendi. Inhibitdr etki zamanla ve asetaldehit

derigiminin artmasiyla artti. Piruvat kinazin % 50 sini inhibe

eden asetaldehit derisimi 36 mM olarak bulundu (Sekil 3).
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Sekil 3: Asetaldehitin piruvat kinaz aktivitesine etkisi

e ® Kontrol; Ommwmd 2

Owmme() 33 mwM Asetaldehit;

6 mM Asetaldehit

Oeeeegl 60 MM Asetaldehit



Kalan etkinlik (%)
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Piruvat kinazin DENA ile inhibisyonunda BSA'nin koruyucu
etkisi c¢alisildi. BSA derisimi arttik¢a DENA'nmin inhibisyon
etkisinin azaldii gdzlendi. BSA'nin koruyucu etkisinin zamanla

arttaifyr gorildi (Sekil 4).

®
&
o
X
10 1 o
: o Y A
Zaman
(dakika )

Sekil 4: Piruvat kinazin N-Nitrozodietilamin tarafindan inhibis-

yonunda sigir serum albiimini' nin koru Eﬁucu etkisi
e=m=e Kontrol 0,6

A=A 33 pem BSA/ml deney kar1§1m1+0 6 mM DENA
O==0 13 pgm BSA/ml deney karigimi+0,6 mM DENA
XemmX 6,6 pgm BSA/ml deney karigimi+0,6 mM DENA



Kalan etkinlik (%)
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Piruvat kinazin DENA ile inhibisyonunda ADP etkisi ince-
lendiginde koruyucu etki gdzlendi. Zaman ve ADP derigimi arttik-

¢a koruyucu etkinin arttigir goriildi (Sekil 5).

ﬁ\

r ™ 5 ® >
Zaman
(dakika )

Sekil 5: Piruvat kinazin N-Nitrozodietilamin tarafindan inhibis-
yonunda ADP'nin koruyucu etkisi
OQmemme0 Kontrol; Xe=w=X 0,6 mM DENA
Qe===r] 0,26 mM ADP+0,6 mM DENA
A=mme=d (0,13 mM ADP+0,6 mM DENA



Tavsan kasi piruvat kinazinin DENA igeren ve igermeyen
ortamda PEP'e ilgisi Hanes-Woolf grafigiyle asagida gosterildi,
Bulgularin Michaelis-Menten ve Lineweaver- Burk grafiklerine
uymadig1r saptandi. DENA bulunmayan ortamda Ks 0,14 mM Vmax
ise 112 _pmol/dak/mg protein olarak hesaplandi. 0,6 mM DENA
iceren ortamda Ks 0,14 mM, Vmax 45 ‘umol/dak_/mg protein ve 1,0
mM DENA igeren ortamda Ks 0,14 mM, Vmax ise 28 pmol/dak/mg

protein olarak bulundu (Sekil 6).
2 1161" ¢ )!
v 175 .

130 -1

125 . -

LS R

0204 s 1 15 2 mN(S)

Sekil 6:Tavsan kasi piruvat kinazinin Fosfoenolpiruvat'a ilgisi-
nin Hanes-Woolf grafikleme yontemi ile gbosterilmesi

O===0 DENA icermeyen ortamda
Wemaw),- 0,6 mM DENA" igeren ortamda

esmmme 1,0 mM DENA igeren ortamda



Piruvat kinaz ile DENA arasindaki baglanma &zelliklerini
saptamak i¢in, enzim DENA ile 37°C de 30 dakika inkiibe edildi.

Karisimin grafigi asagidaki gibi ¢izildi (Sekil 7).
X
1.1+
10 4
09 p
0.8
0.74

06

0.5

04-

0.34
0.2-1
0.1-1

200 220 240 260 280 300 310 320 330 340 360 380 400
A (nm)

Sekil 7: Inkiibe edilmis piruvat kinaz ve N-Nitrozodietilaminin

diyalizden onceki absorbsiyon grafigi



Inkiibasyondan sonra enzim-DENA karisimi diyaliz edildi.
Diyaliz karisimi, enzim ve DENA'nin absorbsiyon grafikleri-
asagidaki sekilde ¢izildi, Diyaliz Oncesi ve diyaliz sonrasi
enzim-DENA inkiibasyon grafikleri farkli bulundu. Maksimum dalga

boyunun 265 nm den 275 nm ye kaydipir gézlendi (Sekil 8).
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Sekil 8:N-Nitrozodietilamin ile inkiibe edilmis enzimin diyaliz
sonrasl absorbsiyon grafigi

swmemsen DENA; "™ *™ Piruvat kinaz
apmmeene EnzimtDENA diyaliz sonrasi



31

Diyaliz edilmis piruvat kinaz DENA inkiibasyon karisiminin
absorbans grafigi dile diyaliz sivilarinin absorbans grafigi
karsilastirildi. Diyaliz sivilarinda gozlenen piklerle, karisi-

min pikleri farkli bulundu (Sekil 9).
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Sekil 9:Diyaliz edilmis piruvat kinaz N-Nitrozodietilamin kari-

-07

siminin ve diyaliz sivilarinin absorbans grafigi

e  Piruvat kinaz+inhibitor
wms me=s 6 saatlik diyaliz sivisi
emmeeme 12 saatlik diyaliz sivisy



Katan etikinlik (%)

b-G6PDH UZERINE N-NITROZODIETILAMIN'IN ETKISI, KINETIX
CALISMALAR VE BACLANMA GALISMALARI

DENA'nin G6PDH iizerine inhibisyon etkisinin zamanla artti-
g1 gOzlendi. Ayrica DENA derisimi arttikga inhibitdr etki de

artti. GO6PDH'in 7% 50 sini inhibe eden DENA derisimi 4,5 mM
olarak bulundu (Sekil 10).

A

100 -
30
80 - ¢
70 A
60 ~ (o]
50 4 a
40~
30 o
20+
10 4
v —
T 1 |5 25 >
5 10 ! Zaman
(dakika)

Sekil 10:N-Nitrozodietilaminin glukoz-6-fosfat dehidrogenaz .
aktivitesi ilizerine etkisi

Sowmes Kontrol;
QuwneD 4,0 mM DENA; Aewwwd 4 3 pM DENA
nl e 4,7 oM DENA; Hovmman ) 5 mM DENA



Kalan etkinlik (°6)

Asetaldehitin G6PDH iizerine inhibisyon etkisinin zamanla

ve asetaldehit derisimiyle arttipr gozlendi. G6PDH'in % 50

sini 1inhibe eden asetaldehit derisimi 26 mM olarak bulundu

(Sekil 11).
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Sekil 11:Asetaldehitin glukoz-6-fosfat dehidrogenaz aktivitesi
lizerine etkisi

@ wmmmm e Kontrol;
Owmen) 30 mM Asetaldehit;

Awemewp, 33 mM Asetaldehit
Oeeeesl 40 mM Asetaldehit;

Wemea) 60 mM Asetaldehit



Katan etkintik (%%}
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GOPDH'1n DENA ile imhibisyonunda BSA koruyucu etki gdster-

di. Zamanla ve artan BSA derisimiyle koruyucu etki artti

{Sekil 12).
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Sekil 12:Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz N-Nitrozodietilamin ile

inhibisyonunda safir serum albiimininin koruyucu etkisi

wwmwe=® Fontrol: X=====X 5 mM DENA

Awwewmnd 33 pgm  BSA/ml Deney karisimi+5 mM DENA
Owmen© 13 pgw  BSA/ml Deney karisaimi+5 mM DENA
Deeepy 6,6 pem BSA/ul Beney karisim+5 mM DENA



Katan etkintik {%)

w
[

GOPDH'in DENA ile inhibisyonunda NADP'nin koruyucu etkisi

oldugu gozlendi. Bu etki, zaman ve NADP derigimi arttik¢a gogal-

d1 (Sekil 13).

10 A X— 3
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Sekil 13:Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz'in N-Nitrozodietilamin
ile inhibisyonunda NADP'nin koruyucu etkisi
Ommmmn Kontrol; Neew} 5 mM DENA

Qe 0,32 mM NADP+5 mM DENA
Aveeenas, 0,18 oM NADP+5 mM DENA
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G6PDH'in substrat doymusluk e8risi, degisik glikoz 6
fosfat derisimlerinde aktivite g¢alisilarak g¢izildi. Km ve Vmax
hesabi yapildi. Michaelis-Menten'e gore DENA igermeyen ortamda
Km 0,22 mM, Vmax ise 135 Pmol/dak/mg protein olarak bulundu.
5,0 mM DENA iceren ortamda Km 0,22 mM, Vmax ise 35 Pmol/dak/mg
protein, 4,3 mM DENA igeren ortamda Km 0,22 mM, Vmax ise 75

pmol/dak/mg protein olarak bulundu (Sekil 14).
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Sekil 14:N-Nitrozodietilamin inhibisyonunda substrat (Glukoz—6-
fosfat) derisiminin etkisi

Oemmme0 (O pM DENA; A"™"A 4,3 mM DENA
Kowmms) 5,0 mM DENA



Lineweaver-Burk grafigi ¢izilerek Km ve Vmax hesabi,
hem G6PDH i¢in, hemde inhibitdr+G6PDH karasimi ig¢in yapilda.
DENA yokken G6PDH'an Km'i 0,22 mM, Vmax'z 140 Pmol/dak/mg prote-
in bulundu. 5 mM DENA+G6PDH icin Km 0,22 mM Vmax 31 Pmol/dak/mg
protein, 4,3 mM DENA+G6PDH karisimi ic¢in Km 0,22 mM Vmax ise

81 Pmol/dak/mg protein bulundu. Bulgular nonkompetatif inhibis-
yonu gosteriyordu (Sekil 15).
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Sekil 15:Glukoz-6-fosfat  dehidrogenazin  N-Nitrozodietilamin
ile inhibisyonunda Lineweaver-Burk grafigi

Awmmm=sf 5 nM DENA; omms=mo 4 3 mM DENA
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Ayni veriler GO6PDH ig¢in Eisenthal-Cornish-Bowden direkt
lineer grafigine uygulandi. Km 0,21 mM, Vmax 150 )unol/dak/mg

protein olarak bulundu (Sekil 16).
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Sekil 16:Glukoz-6-fosfat dehidrogenazin degigik substrat derigim-
lerindeki verilerinin Eisenthal-Cornish~Bowden direkt

lineer grafigiyle gosterilmesi



4,3 mM DENA+GO6PDH karisimi ig¢in Eisenthal-Cornish-Bowden
direkt lineer grafigi ¢izildi. Km'i 0,21 mM, Vmax 79 pmol/dak/mg

protein bulundu (Sekil 17).
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Sekil 17:Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz+4,3 mM N-Nitrozodietilaminin
Eisenthal-Cornish-Bowden direkt lineer grafigi
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5 mM DENA+GO6PDH igin Eisenthal-Cornish-Bowden direkt
lineer grafiginden Km 0,21 mM, Vmax 32,5 }lmol/dak/mg protein

bulundu (Sekil 18).
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Sekil 18:Glukoz—6-fosfat dehidrogenaz+5 mM N-Nitrozodietilaminin
Eisenthal ve Cornish-Bowden direkt lineer grafigi
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DENA'nin G6PDH'a @baglandifini gostermek amaciyla ikisi

37° C de 30 dakika inkiibe edilip absorbsiyon grafikleri ¢izildi

(Sekil 19).
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Sekil 19:Iinkiibe edilmis enzimt+inhibitér karisimnmin diyalizden
onceki absorbsiyon grafigi
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Inkiibe edilmis enzim DENA karisimi daha sonra diyaliz
edilerek absorbsiyon grafigi ¢izildi, Diyalizden Once 240 pp
olan maksimum dalga boyu 230 nm'ye kaydi. Diyaliz karisiminin
ve serbest DENA ve serbest enzimin pikleri farkliydi
(Sekil 20).
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Sekil 20:N-Nitrozodietilamin ile baglanmis enzimin absorbsiyon

grafigi

ewmmmmm= Serbest DENA; e®====e= Corbest enzim
weemmme Diyaliz sonrasi G6PDH+DENA



Diyaliz sivilari ile diyaliz sonrasi inkiibasyon karisimi-

nin pikleri birbirinden farkli bulundu (Sekil 21).
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Sekil 21:Diyaliz edilmis GO6PDHiN-Nitrozodietilamin karigiminin
ve diyaliz sivilarinin absorbans grafifi
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Serbest enzim ve diyaliz sonrasi enzim karsilastirildigin-

da 270 nm deki kivrimin 260 nm'ye kaydigi goriildi (Sekil 22).
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Sekil 22:N-Nitrozodietilamin ile baglanmis glukoz-6-fosfat
dehidrogenazin genigletilmis absorbsiyon grafigi

= Serbest enzim; === Serbest DENA
== Diyaliz sonrasi enzim+DENA
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Baglanma c¢aligmasi diyalizin yani sira poliakrilamit
jel elektroforeziyle de gosterildi. G6PDH'in direkt ve 500mM
DENA ile inkiibasyon karisimindan elde edilen bantlar asaidaki
sekilde bulundu (Sekil 23). 2 numara direkt G6PDH i1n verdigi
fotograftir. Fotografta ¢ift bant gozlendi. 1 numara ise G6PDH+500
mM DENA karisiminin fotografidir ve sadece bir bant saptandi.

Buradanda DENA'nin G6PDH enzimine baglandiga goriildii.

Sekil 23:Enzim ve N—Nitrozodietilamin+Enzim karigsiminin poliakri-
lamit jel elektroforezindeki hareketi
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DENA'nin metabolitinin asetaldehit oldugu, HPLC uygulan-
masiyle gosterildi. % 60 asetonitril su karigimi 3 ml/dak da
2000 psi basing altinda Econasil-C-18 kolonundan geg¢irildi.
5 pl ornek uygulandi. Kagit hizi 0,5 cm/dak 325 mm idi. Birinci
pik 0,012 mM standart asetaldehiti, ikinci pik ise 2,51m1 DENA'

dan olusan asetaldehiti gostermektedir (Sekil 24).

Sekil 24:Asetaldehitin yiiksek basingli siva kiomotografisi grafi-
gi
1.Pik standart asetaldehit
2.Pik N-Nitrozodietilaminden olusan asetaldehit
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Degisik molaritedeki DENA ¢o6zeltisinden asetaldehitin
olusum hizi g¢alisildi. Km 0,016 M DENA, Vmax 14,9 Pmol asetal-
dehit/dak/mg protein olarak bulundu (Sekil 25).
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Qekil 25:Rat mikrozomuyla N-Nitrozodietilaminin oksidatif deal-

kilasyonunun Lineweaver-Burk ve Michaelis-Menten grafik-
leriyle gosterilmesi.
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TARTISMA ve SONUC

Calismamizda, kanserojen ve mutajen bir madde
olan DENA'nin ve baslica kararli metaboliti olan asetal-
dehitin G6PDH ve piruvat kinaza in vitro etkisi incelen-
di. DENA'nmin enzimlere baglanip baglanmadigini bulmak
i¢in diyaliz ve poliakrilamit jel elektroforezi ydntem-
leri kullanildi. Ayrica DENA mikrozom sistemiyle inkiibe
edilip metabolizmasi calisildi.

Yaptigimiz bu in vitro arastirmada, piruvat kinaz
ve GO6PDH enzimlerini ¢esitli derisimlerde DENA ile
inkiibe ettik., Denenen inkiibasyon kogullarinda piruvat
kinazin % 50 sini inhibe eden DENA derisimi 0,38 mM
olarak bulunmustur. DENA'nin metaboliti olan asetaldehi-
tin 36 mM derisimindeki ¢ozeltisi piruvat kinazin 7
50 sini inhibe etmistir. Asetaldehitin enzim inhibisyon
giicii DENA'ya gore yiiz kat daha azdir, 0,6 mM DENA piru-

Inhibisyon
vat kinazi % 85 inhibe etmektedir.)inkiibasyon ortamina
6,6 pgm/ml BSA ilavesiyle Z 8l'e, 13 pgm/ml BSA ilave-
siyle 2 75 e 33 pgm/ml BSA ilavesiyle ise % 50'ye diig-

mektedir. Inkiibasyon ortamina ADP katilmasiyla da DENA'



49

nin piruvat kinazi inhibisyon etkisi azalmaktadir.
0,6 mM DENA tek basina %Z 85 inhibisyon yaptigi halde,
0,13 mM ADP ilavesiyle inhibisyon 7Z 6l'e, 0,26 mM ADP
ilavesiyle % 35'e, 0,52 mM ADP ilavesiyle ise Z 15'e
diismektedir. Yani ADP derisimi arttik¢a koruyucu etkide
artmaktadar,

G6PDH ile ilgili bulgularimizsa sdyledir. G6PDH'in
Z 50'sini inhibe eden DENA derisimi 4,5 mM, asetaldehit
derigimi ise 26 mM dir., Ortama BSA veya NADP ilavesiy-
le DENA'nin inhibisyon etkisi azalmaktadir. 5 mM DENA
G6PDH'a Z 90 inhibe ederken, 6,6 Fgm/ml BSA ilavesiyle
inhibisyon Z 60'a, 13 Pgr/ml BSA ilavesiyle % 50'ye,
33 ugm/ml BSA ilavesiyle % 30'a diismektedir. Yine 0,18
mM NADP, % 90 1lik inhibisyonu Z 35'e, 0,36 mM lik NADP
ise % 28'e diiglirmektedir.

Kanserojen bilesiklerin enzim proteinlerine bag-
land1g1 bilinmektedir. DENA, enzimlere baglanarak onlari
inhibe etmektedir. BSA'nin koruyucu etkisi, biiyiik bir
olasilikla inhibitdriin enzim yerine BSA'ya baglanmasiyla
olmaktadir. BSA'nin protein yogunlufu enzime gore daha
fazladir. DENA, BSA'yi tercih ettifinden daha fazla
enzim serbest kalarak iglevini siirdiirmektedir. Inkiibas-
yon ortaminda protein yogunlugunun artmasiyla DENA'nin

enzime olan inhibisyon giicii azalmaktadir. Bu da DENA
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molekiillerin &ncelikle ortamda daha ¢ok bulunan BSA'ya
baglandifini gdsterir.

DENA'nan her iki enzimle inkiibasyonundan sonra
saptanan 1inhibisyon, ortama koenzimlerin ilavesiyle
azalmaktadir. Bu etki koenzimlerin protein konformasyo-

nunu stabilize etmesi nedeniyledir {54).

G6PDH ile yaptigimiz kinetik ¢alismalar sonucu,
DENA'nin G6PDH'i nonkompetetif olarak inhibe ettigini
bulduk. Maya G6PDH'inin, glukoz 6 fosfat i¢in Km deferi-
ni 0,22 mM, Vmax degerini ise 140 pmol/dak/mg protein
bulduk. 4,3 mM DENA ig¢in Km 0,22 mM, Vmax ise 81 Pmol/
dak/mg protein idi. 5 mM DENA ic¢in Km 0,22 mM, Vmax
ise 31 umol/dak/mg protein bulunmustur. Km'lerin ayni
olmasi, DENA'nin G6PDH'i nonkompetetif olarak inhibe
ettigini gosterir.

Yaptlgimlz ¢alismalar DENA'nin piruvat kinazi
da nonkompetetif olarak inhibe ettigini gostermektedir,
DENA bulunmayan ortamda tavsan kasi piruvat kinazi
ig¢in Ks 0,14 mM, Vmax ise 112.Pmol/dak/mg protein olarak
hesapladik. 0,6 mM DENA iceren ortamda Ks 0,14 mM,
Vmax 45 Pmol/dak/mg protein ve 1.0 mM DENA igeren ortam-
da Ks 0,14 mM, Vmax ise 28 Pmol/dak/mg protein olarak

bulduk.
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Yukaridaki sonuglar DENA'nman G6DPH'1 ve piruvat
kinazi nonkompetetif olarak inhibe ettigini gostermek-
tedir. Yani DENA, enzimin aktif merkezi‘fl‘lflléinc}iz bir
bolgeye baglanip enzimin seklini defistirmektedir.
Bemis ve arkadaglari, 1isik yayilmasi ve optikal rotasyon
dispersiyonu yontemiyle DENA'nin proteinleri denatiire
etme giiciini aragtirmiglardir. Model protein olarak
ovalbiimin kullanip, DENA'nin proteinlerde helix-coil
gecisi yaptifini ve ovalbiiminin fonksiyonel gruplariyla,
DENA arasinda hidrojen baglanmasi oldugunu gdstermisler-
dir. Nitrozaminler, nitrozo oksijen atomuyla, proteinle-
rin karboksil ve fenolik hidroksil grubuna , hidrojen
baglanmasi yapmaktadir (55).

Atalay, in vitro olarak DENA'nin laktat dehidroge-
nazl inhibe ettigini gdstermistir (56). Yine ayni aras-
tirmaci, fare karaciger 10.000Xg silipernatanini enzim
kaynag1l olarak kullanarak malat dehidrogenaz aktivitesi-
ne bakms, 8 Pgm/ml enzimin Z 50 sini inhibe eden DENA
derisimini 0,24 mM olarak saptamigtir. Ayrica, DENA'nin
enzime olan inhibisyon giliciiniin NADH ve BSA ilavesiyle
azaldigini bulmustur (57). Yine Atalay ve Aker, DENA'nin
maya G6PDH'ini inhibe ettigini, BSA veya NADP ilavesinin
inhibisyonu azalttigini gostermiglerdir (58). Bu aras-

tirmalarin bulgulari bizimkiler ile uygunluk gostermek-

tedir,
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Poirier ve DPoirier, yaptiklari arastirmada DEMA
verilen farelerin karaciferlerinin sitoplazmik kisminda-
ki serin hidroksimetilaz, dihidrofolat rediiktaz, formi-
laz ve iirokinaz cenzim aktivitelerinin azaldifini sapta-
mislardir (59). Teras ve Kildema, DENA verilen farelerde
karacifer hekzokinaz, piruvat kinaz ve G6PDH aktivitele-
rine bakmislardir. Zamanla bu enzim aktivitelerinde
artis saptamislardir <{60). Giuliani ve arkadaslari
da yaptiklari arastirmada, DENA verilen farelerde Lkara-
cifer dokusunda glikoz-6-fosfataz, aspartat transaminaz,
alanin transaminaz aktivitelerinin kontrollere gire
azaldifini, alkalen fosfataz aktivitelerinin arttijinmi
saptamislardir (61). Ozkurt, ise DENA uygulanan farele-
rin karacigerlerinde zamanla sitrat sentaz aktivitesinde
azalma, LDHI aktivitesinde artis saptamigtir (62).Yani
in vivo olarak bazi enzim aktiviteleri artarken, bazila-
r1 azalmaktadir. Aktivitesi azalan enzimleré DENA
ve metabolitlerinin baglandifi diisiiniilebilir. Ayrica,
DENA'nin DNA'ya Daflanmasiyla bu enzimlerin sentezi
engelleniyor olabilir. In vitro olarak DENA, direkt
enzimle etkilestiii halde, in vivo olarak DENA metoboli-
ze edilip deﬂi$ik maddelerin varlifinda enzimle etkiles-
mektedir,

DINA'n enzimleri  nasil  ctkilediZini anlamak  amcayla

diyaliz ve poliakrilumit clektroforezi yontemleri kulla-
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nildi. Enzim-DENA karaisiminin diyalizden ©nce elde
edilen absorbans grafigi ve serbest enzimle, serbest
DENA'nin absorbans grafikleri, enzim{DENA karisiminin
diyaliz sonrasi grafiginden farkli bir goriinim vermekte-
dir, Her iki enzimde de protein zirveleri, diyalizden
sonra farkla dalga boylarina kaymistir. Bu da DENA'nin
enzim proteinine baglanip, absorbansini degistirdigini
gosterir. Poliakrilamit jel elektroforezinde serbest
enzimle, DENA+Enzim karisiminin verdigi bantlar farkla-
dir. Serbest G6PDH enziminde bulunan bandin biri, DENA~
Enzim karisiminda kaybolmakta, diger bant ise kalinlas—
maktadir. Bu da DENA'nin enzime baglandigini gdsterir.
Bu iki deneydeki bulgularimiz da, kinetik bulgularimizi
desteklemektedir.

DENA'nin  oksidatif dealkilasyon kinetigini .,
indiiklenmis mikrozomlarda, DENA'nin inkiibasyonu boyunca
asetaldehit olugumuyla inceledik. Michaelis¢—Menten
kinetigini izledigini bulduk. Lineweaver-Burk grafigin-
den Km 0,016 M, Vmax 14,9 ymol/dak/mg protein olarak
hesapladik.

Magaur ve Nievel indilkkleyici uygulanan ratlarda
DENA'nin metabolizmasini c¢alismislardir. Bunlar in
vitro olarak asetaldehit olusumunu 6lcmiislerdir. DENA'

nin ilag metabolizmasi enzim aktivitesini ve karaciger
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mikrozom fraksiyonunun protein kapsamini azalttifimi
gormiislerdir. Ayrica DENA'nin deetilasyon enzimlerinin
de novo sentezini dinhibe ettigini bulmuslardir (63).

Chau ve arkadaslari yaptiklari arastirmada, DENA'
nin oksidatif dealkilasyonu sonucu asetaldehit olustugu-
nu gormiislerdir (64). Bu iki arastirma da bulgularimizi
desteklemektedir.

Gerek DENA, gerekse asetaldehit kanserojen madde-
lerdir. In vivo olarak yafllan calismalarda kimyasal
kanserojenlerden olusan elektrofillerin protein ve
nitkkleik asitlerdeki g¢esitli niikleofilik atomlarla,
kovalent baglar yaptigi saptanmistir (65). Proteinlerde
degisiklige wugratilan niikleofilik atomlar, metiyonin
ve sisteindeki kiikiirt, histidindeki halka azotu ve
tirozindeki {igiincii karbon atomu olarak tesbit edilmistir
(66).

Nitrozaminlerle ilgili c¢alismalar son zamanlarda
yogunluk kazanmistir. Dogada yaygin olarak bulunan
DENA, niikleik asitleri alkillemesi yaninda canli enzim-
lerinide fonksiyonel gruplarina baglanarak inhibe etmek-
tedir. Bu caligmada DENA'nin G6PDH ve piruvat kinaza

etkisi ile metabolizmasi incelenmistir.



OZET

Bu c¢alisma, maya glukoz-6-fosfat dehidrogenaz'in
ve tavsan kasi piruvat kinazinin N-Nitrozodietilamin
ile inhibisyonunu, sigir serum albiimini ve koenzimlerin
koruyucu etkisini, N-Nitrozodietilamin'in her iki enzime
baglanma Ozelliklerini ve N-Nitrozodietilamin'in metabo-
lizmasinin incelenmesini amag¢lamistir.

Deney sirasinda uygulanan inkiibasyon kosullarinda
glukoz-6-fosfat dehidrogenaz'in 7% 50'sini inhibe eden
N-Nitrozodietilamin derisimi 4,5 mM, asetaldehid derisi-
mi ise 26 mM idi. Inkiibasyon ortamina 13 rgm/ml, S181r
serum albiimini veya 0,1 mM NADP ilavesiyle N-Nitrozodie-
tilamin inhibisyonu % 50'ye diismektedir. Ayrica N-Nitro-
zodietilamin'in glukoz-6-fosfat dehidrogenaz'i nonkompe-
tatif olarak inhibe ettigi gdzlenmistir. Piruvat kinazin
Z 50'sini inhibe eden N-Nitrozodietilamin
derisimi 0,38 mM asetaldehit derigimiyse 36 mM bulunmus-—
tur. 33 ygm/ml s1gir serum albiimini veya 0,16 mM ADP
katilmasiyla dinhibisyon % 50'ye diismektedir. Kinetik

bulgular N-Nitrozodietilamin'in piruvat kinazi da non-



kompetatif olarak inhibe ettigini gbéstermistir. N-Nitro-
zodietilamin ile inkiibasyondan sonra her iki enzimde
diyaliz edilip, enzimlerle inhibitériin etkilesimi dalga
boyuna karsi: absorbans grafigi yoluyla arastirildz.
Yapilan poliakrilamit jel elektroforezi sonucu, N-Nitro-
zodietilamin'in glukoz-6-fosfat dehidrogenaz ile baglan-
dig1r gozlendi. Bundan bagka N-Nitrozodietilamin metabo-
lizmasi iizerinde deneysel galisma uygulanip, N-Nitrozo-

dietilamin'den asetaldehit olusma hizi hesaplandi.



SUMMARY
THE IN VITRO INTERACTION BETWEEN N-NITROSODIETHYLAMIN
AND TITS STABLE METABOLITE ACETALDHYDE AND PYRUVATE
KINASE AND GLUCOSE-6-PHOSPHATE DEHYDROGENASE. ENZYMES

The aim of this work is to investigate the inbiti-
tion of the yeast glucose-6-phosphate dehydrogenase
and rabbit muscle pyruvate kinase with N-Nitrosodiethy-
lamin, the protective effect of bovine serum albumin
and coenzymes, the binding properties of N-nitrosodi-
ethylamine with both enzymes and the N-Nitrosodiethy-
lamin metabolism,

In the incubation conditions during the experi-
ments, the N-MNitrosodiethylamin concentration inhibits
50 % of glucose-6-phosphate dehydrogenase was 4.5 mhM
and that of acetaldehyde 26 mM. When 12 pgm/ml BSA
or o,1 mM NADP is added with the incubation medium,
the N-Nitrosodiethylamin inhibition decrease by fifty
percent. In addition, it has also been observed that
N~Nitrosodiethylamin inhibits glucose-6-phosphate dehyd-
rogenase noncompetitively. The N-Nitrosodiethylamin
concentration inhibits 50 7% of pyruvate kinase was
found to be 0.28 mM and that of acetaldehyde 36 mlM.
The inhibition decreased by 50 % when 22 Pgm/ml bovine

serum  albumin or 0.16 mM AP was added. The kinetics
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findings also showed that N-Nitrosodiethylamin inhibits
the pyruvate kinase noncompetitively. Both enzymes
after incubation with N-Nitrosodiethylamin were dialyzed
and the interaction of the enzymes with the inhibitor
was 1investigated by absorbance graphy against the
wavelenght., As a result polyacrylamide gel electropho-
resis carried out, it was observed that N-Nitrosodiethy-
lamin bound with glucose-6-phosphate dehydrogenase.
Furthermore, experimental work on the N-Nitrosodiethyla-
min metabolism was carried out and the rate of acetal-
dehyde formation from N-Nitrosodiethylamin has been

calculated.
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